Sobre as relates entre precipitinas e 
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A existencia concomitante de preci- 
pitinas e precipitinogeno em circula^^o 
no sangue de animaes vaccinados com so- 
ros de especies afastadas € van facto 
mencionado de longa data e que pela 
sua significa^So apparentemente contra- 
ditoria attrahiu desde logo a attengSo de 
numerosos autores. 

LINOSSIER e LEMOINE parece te- 
rem sido os primeiros a verificar o fe- 
iiomeno. EISENBERG estudou«o detalha- 
damente e tentou explic4-lo por um es- 
tado de equilibrio chimico regulado pela 
lei de acgSo das massas. VON DUNGERN 
em 1904, em numerosas precipitates 
demonstrou que esta reac^So esta f6ra 
da algada dessa lei e cntrando minucio- 
saraente na analyse do phenomeno con- 
clniu por acreditar que nos s6ros antigeni- 
cos, nio existia um unico precipitinogeno, 
mas multiplos, os quaes despcrtavam nos 
animaes immunisados, precipitinas, nSo 
uma so, mas varias, com affinidade 
apenas para o precipitinogeno correspon- 


dente, de modo que a present simulta- 
nea de antigeno e anticorpo em circula- 
^ao, se podia bem comprehender, sem ad- 
mittir que por isso necessariamente a 
precipitato se effectuasse. 

Comtudo, por outro lado, foram mui- 
to discordantes os resultados obtidos por 
grande numero de autores que se preo- 
cuparam em demonstrar a especificida- 
de de precipitinas para determinadas 
proteinas. 

Assim, LEBLANC, immunizando coe- 
Ihos com albumina e pseudo-globulina de 
s6ro de boi obteve precipitinas que s6 
precipitavam com os antigenos que ti- 
nham servido para a immunizato- OBER- 
MAYER e PICK, ROSTOSKI, UMBER, 
LANDSTEINER e CALVO, acham que 
pelo contrario uma tal especificidadc nSo 
se verifica. OBERMAYER e PICK em- 
pregaram corao antigeno nas suas cxpe- 
riencias differentes substancias extrahidaa 
I da Clara do dvo:quatro globulinas chi- 
micamente distinctas, uma albumina cris- 
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tallizavel e outra uilo cristallizavel. LAN- 
DSTEINER e CALVO immunizaram ani- 
inaescom differentes frac^Oes de s5ro de 
cavallo obticlas pelos processes usuaes de 
precipitacao. UMBER usou albuminoides 
da Clara do ovo, uraa albumina e uma 
globulina sob fdrmas cristallinas. ASCO- 
LI, poude entretanto por meio da absor- 
p^ao electiva demonstrar que os immuni- 
sdros obtidos pelo tratameuto de coelhos 
com as differentes frac^Oes de soro de 
cavalio iiao eram inteiramente identicas. 

A propriedade precipitante e total- 
mente retirada do soro se elle fdr tratado 
pelo antigeno eorrespondente em d6se 
sufficiente, ao passo que uma outra fra- 
c^o de soro de cavallo, da uma reac^So 
parciaique permilte posteriormente ainoa 
uma precipita^ao com a reaegao que ser- 
viu para immunizar o animal. Numerosos 
aiitores se preocuparam ainda com esta 
face do problem a, mas os seus resultados 
nSo forneceram uma conclusao raais se- 
gura que a dos precedentemente iudica- 
dos, (BERTARELLT, SAGCONAGHL 
FRANCESCHELLl.) Pensa UHLENUUT 
que os processes chimicos de prepara^So 
e purificacao destes antigenos nao s5o 
sufficientemente perfeilos para fazer pen- 
der a opiniSo nesle ounaquelle seutido, 
porque a reac^ao de precipitagao 6 muito 
mais sensivel do que as que podem dar 
os reagentes chimicos. 

E esla tambem a maneira de ver da 
maioria dos autores que contribuiram pa- 
ra estes trabalhos. Receiitemente autores 
ha que pretendem explicar a existencia 
lado a lado de precipitiua e precipitlno- 
geno tomando como base a analogiaque 
este phenomeno apreseiita com certos 
equilibrios coloidaes, mantidos por co- 
loides protectores (ZINSSER, YOUNG). 
Enlre uumerosos argumentos, um dos 
que mais convence 6 o da precipita^ao 
Jenta, expontanea «autoprecipita?ao> que 
.se da nos soros precipitantes conserva- 
dos. E’ sabido, nSo obstante, que a mes- 
?na precipitaclio se dd nos soros normaes 


guardados nas melhores condi^Oes (Uh- 
lenhut). Este ponto de vista, aliaz, foi 
combatido por WEIL que voltou a velha 
concep^So de V. DUNGERN, depois de nu- 
merosas precipitagSes executadas com al- 
biimina cristallisada de ovo. WEIL (§> 
afirma que se uma proteina pura como al- 
bumina de ovo for usada para iramimiza- 
9 ^ 0 , nunca antigeiio e anticorpo se encoii- 
tram em circulagSo conjuntamente. (§) 
WEIL citado por ZINSSER. Infection and 
resislence 1918 pag. 271. 

A questSo, por6m nSo terminou ain- 
da e espera uma soluc;ao definitiva. 

Os resultados que obtivemos nosnos- 
sos ensaios nao parecem ser totalraente 
desprovidos de interesse. Pensamos que 
a prevalecer a opiniSo de V. DUNGERN, 
experimentalmente, um caminho poderia 
ainda ser explorado, e era aquelle que 
levando em conta o periodo de incuba- 
^ao das precipitinas para as differentes 
frac^Oes do s6ro antigenico usado, pudesse 
indicar que realmente cada frac^So deter- 
minaria um periodo de incuba^So diffe- 
rente e proximamente especifico na mes- 
ma especie animal. 

Comquanto sejam conhecidas gran- 
des oscillagSes individuaes dentro de uma 
mesma cspecie na capacidade de produ- 
^So dos anticorpos que nos interessam, 
iniciamos o estudo de uma serie de ani- 
maes resolvidos a questao sob este ponto 
de vista. Como as injec^oes multiplas 
encurtam o periodo de incuba^So ao 
mesmo tempo que reduzem o tempo de 
permanencia do precipitinogeno na cir- 
cula^So, so aproveitaraos para as nossas 
series os animaes que nos forneciam 
precipitinas submettldos a uma s6 inocu- 
lagao. Como € provavel tambem que 
os differentes precipitinogeuos iiSo se con- 
servem nos s6ros de animaes da mesma 
especie, na mesma propor^ao, emprega- 
mos sempre como antigeno uma partida 
de s6ro de cavallo, proveniente de uma 
^6 sangria. 
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U Serie de experiencias: 

Quatro coelhos de peso proximamen- 
te egual, foram inoculados, com 10 cc. 
de soro normal de cavallo e sangrados 
no 4o, 5o, 9°, 16°, dia depoisda inocula* 
^ao. Separados os quatro soros, foram 
dosados no seu valor precipitante, nSo 
so por diluigSo do precipitinogeno, como 
por diluicSo do proprio soro precipitante 
em presen^a de uma dilui^ao a 1/100 de 
precipitinogeno. 


S6ro de 4 dias ^ra precipitante at5 
1/1.000 e precipitava diluido a 1/2. 

Soro de 5 dias 6ra precipitante at6 
1/10.000 e precipitava diluido a 1/2. 

Soro de 9 dias 6ra precipitante atd 
1/10.000 e precipitava diluido a 1/8. 

Soro de 16 dias ^ra precipitante at6 
1/10.000 e precipitava diluido a 1/32. 

Os soros precipitantes eram usados 
em nalureza na dose de 0,5, e precipiti- 
nogeno em d6ses decrescentes de me- 
tade alt5 1/64. 


la Serie s6ro prec. 16 dias 0,5+0, 5 cc. de 1/2, 1/4, 1/8 etc. 1/64. S5ro de 4 dias anel 


at« 1/64. 

2» Serie 

soro prec. 16 dias 0,5+0, 5 

CC. de 1/2, 1/4, 1/8 etc. 1/64. 

Soro de 5 dias 1/64. 
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2a Serie de experiencias: 


S6ro de 10 dias 6ra precipitante atd 
1/10.000 e precipitava diluido at6 1/16. 


Tres coelhos de peso proximamente 
egual, foram inoculados com 15 c.c. de 
sOro normal de cavallo subcutaneamente 
e sangrados no 4®, lOo e 16o dia 

S6ro de 16 dias 6ra precipitante at6 
1/10.000 e precipitava diluido at6 1/32. 


Com 1/100 de antigeno. 

S6ro de 4 dias 6ra precipitante at6 
( ( ? ) e diluido nSo dava precipitado. 

O sdro de 10 dias foi conservado no 
frigorifico por mais de seis dias, antes dfit 
execu^^o das series abaixo. 


la Serie: Soro prec. de 16 dias 0,5— 0,5 de 1/2. etc. 1/128 soro de 4 dias 1/128 
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3a Serie 

de experiencias: 

S6ro 

de 21 

dias precipitado at6 

Quatro 

coelhos foram 

inoculados 

1/10,000 

e diluido 

precipitado at6 1/32. 

xom 15 c.c. 

de soro normal 

de cavallo e 

S6ro 

de 16 

dias precipitado at6 

respectivamente 

sangrados 

no 6o, lOo, 

1/10.000 

e diluido 

preciputado at6 1/32 


100 e 21o dias. Com 1/100 de antigeno. 
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Soro de 10 dias precipitado ate 
1/10.000 e diluido precipitado ale 1/16. 

S6ro dc 6 dias precipitado ate 

1/1.000 e diluido precipitado ale 1/1. 


O precipitado com soro de 10 dias 
no tubo a 1/100 de precipitinogeno, foi 
ligeiramente menor que com soro de 16 
e sensivelmente mais abundante que com 
soro de 21 dias. 


la Serie soro prec. de 21 dias 0,5—0, 5 soro de 16 dias (dilui^Ses ate 1/256) 1/64 
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Destes resullados infere-se que: 

a) 0 precipitinogeno em circula^So 
no s6ro dos animaes tratados, s6 e de- 
monstravel, por sdros precipitantes com 
data da saiigria posterior. 

b) que quando se toma iias raistura 
de dois soros precipitantes, para soro 
precipitante o que contem precipitinas 
mais recentes, a precipita^ao nunca ex- 
cede 0 tubo, em que diluido o soro de 
data posterior e capaz de precipitar s6- 
ro de cavallo a 1/00. (Nas tabellas acima 
as flexas indicam o sentido em que se 
tende a dar a precipita^ao que se di- 
funde pelo soro que iia rea^ao age como 
precipitante, todas as vezes que se res- 
peitem certas precaugSes de technica e 
que o precipitado nho seja muito espesso 
o que e quasi sempre o caso. 

c) que a precipitagSo de precipitino- 
geno num mesmo soro e demonstravel 
at6 uma diluiyao tanto maior quanto 
mais longo f6r o intervallo de sangria 
entre os dois soros, (dentro de certos li- 
mites). 

4^ Serie de experiencias: 

Um coelho inoculado com 15 c.c. de 
soro normal de cavallo foi sangrado ao 
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tante ate 1/1000.000. 

Um coelho (soro no 1) foi inoculado 
com 5 c.c. de soro normal de cavallo, e 
sangrado seis dias depois o seu sOro era 
precipitante al6 1/1000. 

Soro no. 1 0,5— 0,5 de 1/2 etc. 1/256 
soro no 2 nao precipitado. 

S6ro no 2 0,5-0, 5 de 1/2 etc. 1/256 
soro no 1 nao precipitado. 

Soro de 26 dias 0,5 — 0,5 de 1/2 etc. 
1/256 soro no 1 precipitado ate 1/61. 

Soro de 26 dias 0,5— 0,5 de 1/2 etc. 
1/256 soro n« 2 precipitado ate 1/256. 

Um coelho foi inoculado em: 

12/2/920 com 15 c. c. de soro normab 
de cavallo. 

14/2/920 com 10 c. c. de soro normal 
de cavallo. 

16/2/920 com 10 c. c. de soro normal 
de cavallo. 

e sangrado em 20/2/920, isto e 8 dias de~ 
pois da priniei’.M injec^So. 

0 soro era precipitante ate 1/100.000.- 

Um coelho foi inoculado com 15 c.c^- 
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de soro normal de cavallo e oito dias de- 
pois sangrado. 

A mistura destes dots soros, obede- 
cendo ao mesmo criterio dos ensaios 
anleriores ndo dea nenhum precipitado. 

Dois coelhos rcceberam subculanea- 
mente 15 c.c. de soro normal de cavallo 
lo e lOo dias depois foram sangrados. 
Um dos s6ros precipitava at^ 1/1.000, 
0 outro ligeiramenle liemolizado nao ia 
alem de 1/1.000. 

A mistura em series, destes dois so- 
ros tambem ndo dea precipitado, mesmo 
iisando os soros em natureza. 

Assim conclue-se que: 

a) Os soros precipitanles com o mes- 
mo periodo de sangria, embora possuam 
o mesmo titulo precipitante e grandes 
differencas na quantidade de precipitino- 
geno, nao dao em geral precipita^ao 
quando postos em contacto. 

b) Soros precipitantes com o mesmo 
tempo de sangria, com titulos precipi- 
tantes differentes embora com quantida- 
des proximamente eguaes de precipitino- 
geno, tambem nSo deram a forma^ao 
de anel. 

Devemos entretanto accrescentar que 
algumas vezes posteriormente, obtivcmos 
pela jun^So de soros precipitantes com 
o mesmo tempo de sangria (lOo dia, 16<> 
dia) a forma^ao lenta de um anel diffuse, 
sem duvida nenhuma dependente de um 
phenomeno de precipitagao. 

Essas rela^Oes eram entretanto mui- 
to fracas em comparagSo com as que 
obtivemos nas series acima mencionadas 
com os soros de datas differentes. Somos 
levados a crer por isso que os periodos 
de incubagSo das diversas precipitinas 
na especcie de animaes empregados, sao 
apenas proximamente identicos e que 
o caracter de nitidez que apresentam os 
nossos ensaios, deriva dos intervallos de 
tempo aproveitados sufficientemente lar- 
gos para excederem as oscilla^Oes indivi- 
duaes. 


5a Serie de experlencias: 

Um coelho foi inoculado com 15 c.c. 
de soro normal de cavallo e sangrado 
com 21 dias, deu precipitinas ale 1/10.000 

Este soro misturado com o de 16 
dias, ja usado anteriormente e de titulo 
precipitante egual a l/.OOO.OCO, nao mos- 
trou formacao de precipitado em nenhum 
tubo. 

Dois coelhos de peso proximamente 
egual foram inoculados com 15 c.c. de 
soro normal de cavallo e qualro dias de- 
pois com mais 10 c.c. Sete dias depois 
da ultima inoculagao um dos coelhos 
(no 1) foi sangrado em 50 c.c. de sangue 
o outro (no 2) so em 10 c.c. 

O poder dos dois soros em precipiti- 
nas nao iam al^m de 1/10.000 e a mis- 
tura dos dois soros em qualquer propor- 
^ao nao dava occasiSo ao apparecimento 
do anel. Cinco dias mais tarde, foram 
esles animaes iiovamente sangrados. O 
s6ro no 1 precipitava s6 ate 1/1.000 o 
no 2 ainda ate 1/10.000. 

la Ser. soro no l (2a sangr.) 0,5— 0,5 
1/2 etc. soro no 1 da la sang. 0. 

2a Ser. soro no 1 (2a sangr.) 0,5— 0,5 
1/2 etc. soro n« 2 da 1» sang. 0. 

3a Ser. soro n® 2 (2a sangr..) 0,5— 0,5 
1/2 etc. soro no 1 da la sang., 1/16. 

4a Ser. soro no 2 (2a sangr..) 0,5— 0,5 
1/2 etc. s6ro no 2 da 1« sang. 1/8 

Destes resultados pode-se talvez con- 
cluir que: 

O precipitinogeno jd ndo se conserva 
em circulagdo no coelho em quantida- 
des demonstraveis, quando se injectam 
15 c.c. de soro de cavallo, no 21 dia. 

Quando se sangra um animal vacci- 
nado, duas vezes, com um intervallo de 
tempo regular, o soro de data posterior, 
posto que ndo tenha aumentado o titulo 
precipitante, adquire a propriedade de 
demonstrar o precipitinogeno do de data 
de sangria anterior. Se pordm, a quanti- 
dade de sangue tirado na 1» sangria for 
sufficientemente forte, o s6ro desse outro 
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animal nao so baLxa visivelmente de 
litulo, mas n2io adquire a propriedade de 
precipitar o de data anterior. Parecc por- 
tanto, que neste caso a sangria n^o s6 
retira as precipitinas ja existentes cm 
grande parte, mas tambem retira o pre- 
cipinogeno, em circula^So no sangue, pre- 
cipitinogeno que se deve por isso consi- 
derar como necessario para a forma^o 
das precipitinas que precitam o preci- 
pitinogeno da sangria. Tiido se passa 
pots, no processo de vaccina^^do, como se 
as diversas fracgdes do sdro fosscm reti- 
radas da circiilagdo d medida que vdo 
aparecendo no sangue os anticorpos, que 
as precipttam, anticorpos que se vdo 
sommando em qualidade ati o dia 
ou mesmo talvez at& mais tarde. ; 

Para o assumpto de que nos vimos | 
ocupando, outro facto entretanto, nos | 
podcria servir para orienta(^ao. E' sabido 
que muitos anticorpos funcionam. se nao j 
como precipitinogenos, como suhstancias 
extremamente proxiraas destes corpos. 
(KRAUS e PRIBRAM). DEHNE e HAM- 
BURGER verificaram em 1904 que os j 
soros precipitantes para cavallo (coelho), 
cram capazes de fazer cair juntamentc 
com 0 precipitado, a anlitoxina tetanica 
dos sdros de cavallos immunisados activa- 
mente, contra essa toxina. Que essa rea- 
^ao era absolutamente especifica e nao 
corria por conta de um phenomeno physi- 
co ficou exuberantemente provado al6m 
do desses autores pelos traballios de 
KRAUS e PRIBRAM e de V. EISLER e 
TSURU’. 

Come 9 amos por determinar at6 que 
intervallo de tempo, a antoxina tetanica 
podia ser encontrada na circula^So de 
coelhos inoculados em quautidade sufi- 
ciente, e os nossos resultados aproxi- 
mam-se dos autores que estudaram esse 
ponto. (DENNE e HAMBURGER TIZ- 
ZONI, etc.) 

Tres coelhos de tamanho regular, fo- 
ram inoculados em intervallos de cinco 
dias, com 3, 5, 7, c.c. de sdro antiteta- 
iiico representando um total de 15.000 


U. A. 0 sdro dos coelhos tinha-se mos^ 
trado previamente indifferente em face 
da antitoxina como cuidadosamente veri- 
ficamos. 

Ao fim de 13 dias depois da ultima 
inocula^So, restavam-nos dois animaes 
que sangrados Forneceram sdro para, 
exame. 

Reaegdo das precipitinas presehte. ' 

la Cobaia— 1/2.000 s. ant.— 2 cc. ag. 
fis. Test. dose. Fal. tet. no 5«> dia. 

2a Cobaia — 1/1.000 s. ant. — 2 cc. ag.. 
fis. Test. ddse. Sobreviveu. 

3a Cobaia— 1/2.000 s. ant. — 2 cc. s. 
coelho no 1 Test. dose. Fal. tet. no8<>diai 

4» Cobaia - 1/1. 000 s. ant.— 2 cc. s^ 
coelho no 1 Test. dose. Sobreviveu. 

5a Cobaia— 1 '2.000 s. ant.— 2 cc. s. 
cocllio no 2 Tcs. ddse. Fal. tet. no 7o dia. 

Oa Cobaia— 1 T.OOO s. ant. — 2 cc. s. 
coelho no 2 Tes. ddse. Sobreviveu. 

?a Cobaia— 2 cc. sdro coelho n© 

1— 0.0025 tox. tet. Sobreviveu. 

8a Cobaia—2 cc. sdro coelho no 

2— 0,0025 tox. tet. Sobreviveu. 

9a Cobaia — 0,0005 tox. tet. Falleceu 
do para o 5« dia. 

Os sdros dos coelhos foram colloca- 
dos com as dilui^des de sdro antitoxico, 

I durante iima hora na estufa, ao fim da 
j qual se juntava a testemunha ddse da 
I toxina que se deixava mais uma hora d 
temperatura ambiente. A antitoxina usa- 
j da foi sempre a mesma e as dosagens^ 
foram sempre executadas segundo o me- 
todo de ROSENAU ANDERSON. 

Vd-se assim que a distancia de treze 
dias da ultima inocula^ao, existia ainda 
em quantidade muito apreciavel antito- 
xina dc cavallo em circula^So, embora. 
existissem jA precipitinas em abundancia. 

Oito dias mais tarde, por nos ter fal- 
lecido um dos animaes, foi sangrado ou- 
i tra vez o restante e examinado o sdro. 

Reaegdo das precipitinas presente, 

la Gobaya— 1/2.000 s. ant.- 2 cc. ag^ 
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fis. Test. d6se. TeL local no 3o dia, fal. 4o 

2a Cobaya— 1/2.000 s. ant.— 2 cc. ag. 
fis. Test. dose. Tet. d6se. Boa saude. So- 
i)reviveu. 

3a Cobaya— 1/2.000 s. ant,— 2 cc. ag. 
s6ro coelho no 1— Test. d6se. Tet. dia- 
phragmatico. Falleceu no 2o dia d tarde. 

4a Cobaya— 1/1.000 s. ant. — 2 cc. 
s6ro coelho no 1— Test. d6se. Tet. local 
nitido no lo dia. Amanhecen mortano2o. 

Como se v6 dessa vez a antitoxina 
foi inteiramente subtrahida do s6ro anti- 
toxico. Pudemos observar nitidamente que 
a inactivagdo a 56o, meia hora, ndo altera 
em nada o poder inactivante para a an- 
titoxina, e assim tambem como DENNE 
c HAMBURGER, conseguimos facilmentc ^ 
regenerar a propriedade antitoxica dis- j 
solvendo o precipitado em excesso de 
precipitinogeno (soro normal de cavallo). 
Parece que a ndo se tratar aqui de um 
papel precipitinogenico da antitoxina, a 
inlerpreta^do do phenomeno fica muito 
obscura, visto que uma vez ligada d to- 
xina correspondenle como pudemos asse- 
gurar-nos, o soro precipitante € incapaz 
de libertar a toxina do seu anticorpo: I 

la Cobaya— 1/1.000 s. ant.— 2 cc. S6ro { 
precipitado.— Test. dose. ! 

2a Cobaya— 1/1.000 s. ant.— Test d6se . 
—2 cc. soro precipitado. j 

3a Cobaya— 1/1.000 s. ant.— 2 cc. ag. | 
physiol— Test. d6se. 

Na 2a cobaya a toxina depois de uma 
hora de contacto com a antitoxina, I'oi 
deixada mais uma hora na estufa com 
s6ro precipitante. 

A lacobaya morreu de tetano em 
4ois dias. As outras duas sobreviveram 
quarenta e um dias depois da ultima 
inoculagdo, o soro deste mesmo animal, 
outra vez sangrado, conservava ainda ni- 
tidamenle a propriedade de inactivar a 
antitoxina. 

Cinco coelhos foram inoculados sub- 
cutaneamente com 15 c.c. de s6ro nor- 
mal de cavallo e sangrado no 6®, 10°, 16<>, 

21 o e 26« dias. 


(S6ros empregados a pags. III). 

la Cobaya— 1/1.000 s. ant.— 2 cc. 
pre. 6o dia— Test. d6se. 

2a Cobaya— 1/1.000 s. ant— 2 cc. s. 
pre. lOo dia— Test. d6se. 

3a Cobaya— 1/1.000 s. ant.— 2 cc. s. 
pre. 16o dia— Test. d6se. 

4a Cobaya— 1/1,000 s. ant— 2 cc. si 
pre. 21o dia— Test. d6se. 

5a Cobaya— 1/1.000 s. ant.— 2 cc. s. 
pre. 26o dia— Test. dose. 

f>a Cobaya— 1/1.000 s. ant— 2 cc. s. 
ag. physiol, dia— Test. dose. 

No segundo dia depois da inoculate 
falleceram de tetano a 3a, 4s e 5a cobayas; 
as outras tres permaneceram em bom 
estado sempre. D’aqui resulta que as 
precipilinas capazes de arrastar a antito- 
xina s6 apparecem na visinhan^a do 16o 
dia depois da inoculagSo, independente- 
mente do titulo precipitante do s5ro ou 
da quantidade do- precipitado que se for- 
me. 

Um coelho recebeu tres inocula^Oes 
subcutaneas de soro normal de cavallo 
na seguinte ordem : 

Em 10/1/1920-15 c. c. 

Em 12/1/1920-10 c. c. 

Em 15/1/1920-10 c. c. 

Sangrado em 21 deu precipitiuas at6 
1/100,000 com precipitado muito abun- 
dante at6 a dilui^So de 1/1.000 de preci- 
pitinogeno. 

Em 23/1/1920. 

la Cobaya— 1/1.000 s. ant.— 2 cc. s. 
pre. Test. d6se. 

2a Cobaya— 1/2.000 s. ant.— 2 cc, s. 
pre. Tes. d6se. 

3a Cobaya— 1/1.000 s. ant— 2 cc. s. 
ag. fis. Tes. d6se. 

4a Cobaya— 1/2.000 s. ant.— 2 cc. ag. 
fis, Tes. ddse. 

A quarta cobaya morreu em 60 bo- 
ras; a segunda em 72 horas. As duas so- 
breviveram. 
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Um coelho vaccinado com soro con- 
centrado antilctaiiico (estalSo america- 
no), por meio de tres inoculates es- 
pa^adas dc cinco em cinco dias, foi san- 
grado 21 dias, depois da ultima injecgao 
e 0 scu soro precipitava a aiititoxina iao 
bem quanto os outros anteriormente usa- 
dos. 

Com a antitoxina diphterica niuaca pu- 
demos. porem, apezar de todos os esfor- 
cos veriiicar a desapparicao da antito- 
xina pclo emprego de soros precipitantcs, 
bem que tivessemos usado soros aatito- 
xicos da provcniencia differente c d ti- 
tulo sufficientemente alto para os poder- 
mos erapregar nas dosagens em diluites 
eguaes as que eram usadas para a anti- 
toxina tetanica: e bem que todos os soros 
precipitantes tivessem sido previamente 
verificados activos para a antitoxina te- 
tanicas. 

Cobayas dc 250 grs. 

la Cobaya— 1/700 s. ant. dift. 2 cc. 
s. prec. 21 dias— Test. dose. 

2a Cobaya— 1/1.000 s. ant. dit't. 2 cc. 
s. prec. 21 dias— Test dose. 

3a Cobaya— 1/700 s. ant. dift. 2 cc. 
ag. physiol.— Test. dose. 

4a Cobaya- 1/1.000 s. ant. dift. 2 cc. 
ag. physiol.— Test. ddse. 

Destas cobayas a ultima morreu do 
quarto para o quinto dia, assim como 
a segunda cinco boras depois, ambas 
Com congestao das capsulas suprarenaes, 
e infiltragOes hcmhorragicas do ponto de 
inoculacao. 

Cobayas de 250 grs. Soro precipitan- 
te de 36 dias. 

la Cobaya— 0,1 soro ant. estalSo— 2 cc. 
s. prec.— 0,7 toxina (tes. dose) 

2a Cobaya— 0,1 soro ant. estalao— 3 cc. 
s, prec.— 0,7 toxina (tes.dose). 

3a Cobaya— 0,1 soro ant. estalao— T ctx 
ag. physiol. — 0,1 toxina (test. dose). 

Estas cobayas morreram com inter- 
vallo de boras do quarto para o quinto 
dia. 


Soro precipitante de 30 dias. 

lo Pombo— 1/800 s. ant.— dift.— 2 cc. 
s. prec.— test. dose. 

2o Pombo— 1/1. COO s. ant.— dift— 2 cc. 
s. prec.— test. dose. 

3o Pombo— 1/800 s. ant.— dift.— 2 cc. 
ag. physiol.— test. d6se. 

4o Pombo— 1/1.000 s. ant,— dift— 2 cc. 
ag. physiol.— test d5se. 

Todos os animaes sobreviveram ex- 
ccpto o ultimo que falleceu no dia 

Nao obstante a nossa diligencia em 
obter as raclhores condigoes para se en- 
contrareni resultados positives, foi-nos 
sempre impossivel relirar a antitoxina 
diphterica por meio dc soro coelho-anti- 
cavallo. 

O resultado desses ensaios cxplica 
porem porque razflo discordam inteira- 
mente das de DEHNE e HAMBURGER 
as experiencias de KRAUS e PRIBRAM, 
sobre a precipita^ao de antitoxinas em 
«vivo> 6 que eraquanto os primeiros tra- 
balhavam com antitoxina tetanica os ou- 
tros serviam-se para suas indagagoes de 
anti toxica diphterica. As conclusoes de 
KRAUS e PRIBRAM sobre esse ponto. 
nao tern por isso um valor inquestiona- 
vel. 

Mas nao so com antitoxina diphterica 
deixamos de ter resultados positives, os 
ensaios com antitoxina botropica leva- 
ram-no a resultados analogos. Estes en- 
saios entretanto sao mais passiveis de 
critica visto que para as dosagens do 
soro iiao se podem fazer grandes dilui- 
Qdes do precipitinogeno, condi^ao segim- 
do KRAUS e PRIBRAM essencial para 
que se obtenham resultados seguros. Para 
obviar esse inconveniente, empregamos 
quantidades excessivas de soro precipi- 
tante que tinha sido como nos cases de 
diphteria previamente provado com anti- 
toxina tetanica. 

O soro antitoxico empregado, provi- 
nha de I. S. B. de S. Paulo e trazia co- 
mo indica^ao de dosagem, 1 c. c. de 
sdro para 1,6 de veneno de LACHESIS 


117 


'LANCEOLATUS. O nosso veneno pro- 
vinha de Bello Horizonte. Todas as dosa- 
gens foram feitas pelo processo de 
VITAL BRASIL. Antes de juntar o vene- 
no, deixavam-se os tubos com soro anti- 
toxico e soro precipitante, 2 horas na 
estiit’a a 37<>. Depois da adigao do vene- 
no deraoravam ainda uma hora a 37o 
antes da injec^ao que era feita na veia 
axillar do pombo. 

lo Pombo— 1 cc. soro botr. 3 cc. s. 
prec.— 1,6 venen. L. lanceolatus. 

2o Pombo— 1 cc. soro botr. 2 cc. s. 
spree.— 1,6 venen. L. lanceolatus. 

3o Pombo— 1 cc. soro botr. 1 cc. s. 
prec.— 1,6 venen. L. lanceolatus. 

4o Pombo — 1 cc. soro botr. 2 cc. ag. 
dis.— 1,6 venen. L. lanceolatus. 

5o Pombo— 1,6 de veneno de L. lan- 
ceolatus. 

Todos os pombos sc conservaram 
em bom estaclo depois da inocula^ao e 
sobreviveram, excepto o ultimo que teve 
niorte immediata. 

2a Serie: 

lo Pombo— L 10. de soro botr. 2 cc. 
s. prec. 0,16 ven. L. lanceolatus. 

2o Pombo— 1/TO de soro botr. 1,5 
s. prec. 0,16 ven. L. lanceolatus. 

3o Pombo— 1, 10 de soro botr. 1 cc. 
s. prec. 0,16 ven. L. lanceolatus. 

4o Pombo— 1/10 de soro botr. 2 cc. 
ag. fis. 0,16 ven. L. lanceolatus 

5o Pombo— 1,16 veneno de L. lanceo- 
latus. 

Todos os animaes resistiram sem al- 
teracao do estado de saude, com excep- 
^ao do ultimo que morreu antes de cinco 
minutos. 

A carencia do soro no mercado im- 
pediu-nos de executar outros ensaios e 
de determinar dosagens com soro anti- 
crotalico. O soro precipitante aqui em- 
pregado era de 24 dias. 

Mais interessantes ainda foram os 
xesultados achados para antitoxina teta- 


nica, com soro precipitante humaiio anti- 
cavallo. 

A. S. recebcu em dois dias 300 c. c. 
de soro anti-pestoso em tres injecoes, 
duas na veia e uma debaixo da pele. Ul- 
tima injecao em 11-11-1919. 

Em 19-11-1919, foi sangrado e o soro 
demonslrou: 

Presenga de precipitinogeno ate a 
dilui(;'rio de 1/10. 

Presenga de precipitinas ate a uma 
diluicao superior a 1/1000. 

Ausencia de precipitina para a anti- 
loxina telanica. 

Em 26-11-1919, outra vez sangrado 
o soro mostroii; 

Presenga de precipitinogeno ate 1/10. 

Presenca de precipitinas ate 1/1000. 

Ausencia completa de precipitinas 
para a antitoxina tetanica. 

Em 24-12-1919, pela ultima vez san- 
grado a analise do soro deraonstrou: 

Presenga de precipitinogeno ate 1/2. 

Presenga de precipitinas ate 1/10.000. 

Au.sencia de precipitina para a anti- 
toxiua telanica. 

C. R. Recebeu 320 c.c. de soro anti- 
pestoso em tres inociilagoes endoveno- 
sas, a ultima datando de 11-11-1919. 

Em 22-11-1919, sangrado o soro exa- 
minado mostrou: 

Presenca de precipitinogeno ate 1/10. 

ITesenga de precipitinas ate 1/1000. 

Ausencia de precipitina para a anti- 
toxina tetanica. 

Em 5-12-1919: 

Presenca de precipitinogeno ate 1/2. 

Presenga de precipitinas ale 1/1000. 

Ausencia de qualquer aegao sobre a 
antitoxina tetanica. 

Em 29-12-1919: 

Ausencia de precipitinogeno. 

Presenga de precipitinas ate 1/10.000. 

Ausencia de quaquer efeito nocivo 
sobre a antitoxina tetanica. O precipiti- 
nogeno foi pesquizado com soro preci- 
pitante de coelho para cavallo, de 17 dias. 
As dosagens da antitoxina foram execu* 
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ladas tao proximo do lUulo antitoxico 
do soro, quc se obteve nas cobayas teta- 
no local nitido. 

Posteriormente tivemos ainda ocasiao 
de examinar mais tres individuos, mas 
eximimo-iios de mencionar detalliada- 
mente os resultados per que nao diferem 
nada dos meiicionados. Em nenlium caso 
pudemos obter um resultado que pudesse 
ser considerado duvidoso. 

Demonstra isso portante que o pre- 
cipitinogenos para determinadas especies 
animaes, podem deixar de se-lo para ou- 
tras, bem que essas outras possam res- 
ponder com precipitinas a outras frac^Oes 
de soro empregado. 

Estudando no coelho, com antito- 
xina diseiiterica, ob tivemos resultados 
completamente diferenics. 

Technica: 

Collocados 0,1 de soro anti-Shiga 
concentrado 6 vezes, durante duas horas 
a 370 em presen^a de soro precipitantc 
de 16 dias, de 4 dias, e de soro normal 
de coelho. Inoculada a mistura na veia 
marginal da orelha, depois de centrifu- 
ga^ao e decanta^ao, deixou-se passar 
meia hora e entao 11 a veia da orelha 
oposta, inociilaraui-sc 0,4 de extraclo Shi- 

lo Coelho— 1 c. c. de soro de 16 dias 
—0,1 Shiga— 0,4 ext. Shiga. 

Coelho— 1 c. c. de soro de 4 dias 
— €,1 Shiga— 0,4 ext. Shiga. 

30 Coelho— 1 c. c. de soro normal de 
coelho— 0,1 S. Shiga— 0,4 exl. Shiga. 

4«» Coelho — 0,1 S. Shiga — 0,4 ext. Shi- 

«a. 

O primeiro coelho morreu em tres 
dias com paralisia generalizada, o se- 
gundo quc desde o segundo dia se mos- 
trou quasi lotalmente paralitico resistiu 
at6 o dia. Os outros dois animaes n5o 
mostraram altera^So do estado de saude. 

A repetigSo deste ensaio, levou-nos 
a resultados aiialogos. O 10«> coelho mor- 
reu no 3 ^ dia, o segundo faleceu no 7^ 


com paralisias iiiidaes no 2®. O soro pre- 
cipitarite do 4® dia aqui empregado ti- 
nha-sc mostrado inteiramente incapazde 
retirar a antitoxina tetanica do soro anti- 
loxico. Estendendo as nossas investiga- 
cOes iis aghitininas, erapregamos nSo s6 a 
Iccnica de KRAUS e PRIBRAM, partindo 
para as diluicoes de precipitagOes m5es, 
mas tambem usando para cada diluigfio 
a juntar gennens, 0,5 de soro precipi- 
lante. 

Technica: 

A cada tubo contendo, 0,5 de s6ro 
precipitante foram juntados 0,5 de dilui- 
gOes a 1/25, 1/125, 1/250, 1/500, I/IOOO, 
1/2000, 1/4000 de soro agglutinante disen- 
lerico e depois de duas horas na estufa a 
370 , retiraram-se os precipitados foraia- 
dos por centrifugagSo e dccantagao. Addi- 
cionado 1 c.c. de uma emulsSo de b. 
Shiga em cada tubo, levou-se a mistura a 
estufa por mais duas horas e procedeu-se 
a leitura. 

Fizemos varias series para as preci- 
pitinas que possuiraos, 4, 10, 16, 21 e 26 
dias. 

A aglutinagao deu positiva ate 
1/16.000 (ultimo tubo) na serie em que se 
trabalhava com precipitinas do 4« dia c 
completamente negativa em todas as ou- 
tras, desde o primeiro tubo, bem que a 
diluigao do soro empregado, n^o exce- 
desse 1/25. 

Uma serie testemunha, demonstrou 
que o soro agglutinante ate 1/500. 

A agglutinagao at6 1/16000 na serie 
das precipitinas do 4° dia, corria por 
conta do soro de coelho empregado. 

Para as agglutiniiias typhicas o s6ro 
empregado era agglutinante para a amos- 
tra que usainos atd 1/10.000. 

Como precedentemente para os ba- 
cilos disentericos a agglutinagao foi ne- 
gativa com precipitinas do 10<>, 16<^, 21» 
e 26o dias e positiva na do quarto dia. 
Al^m da technica empregada aciraa, fize- 
mos series de diluigOes de soro aggluti- 
nante a 1/500 e 1/1000 em 0,5 c. c., que 
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juntamos a 0,5 dos soros precipitantes. 
Depois da deni ora indicada na estufa, e 
de relirado o prccipitado, partimos do 
liquido, sobrenadante para diliiigOes que 
addicionadas a cmuls5o de B. typhicos 
nos permittissem titulos a t /1 000, 1/2000, 
1/3000, 1/8000, 1/16.000, 1/32.000. 1/6 l.Ooo. 

A leitura permitliu ainda aqui com as 
precipilinas do quarto dia, agglulinacao 
positiva ale 1/32.000 que provavelmente 
pro vi nil a do soro de coellio. 

Estes dados indicam que os dilfcren- 
tes anticorpos se ciicontram em circula- 
9^0 fazendo parle de precipiliiiogenos 
diffcrenles, que se podeni em parte distin- 
guir pela demora por que no organismo 
do coelho se proccssa a produ^ao de 
precipitina.s. Assim a antiloxina disente- 
terica, ja e parcialmente precipitada por 
precipitinas do quarto dia, ao passo que 
as agglutininas para o mesmo germen so 
s5o precipitadas por soros do 10^ dia e 
que a antiloxina telaiiica so ainda com 
soros mais tardios e retirada do soro an- 
titoxico (16<J dia). 

Para as duas agglutininas que investi- 
gamos a precipitag3o comegava em sdro 
da mesma data, em quanto para a antito- 
xina diphlerica e botropica, foi-nos sem- 
pre impossivel obler resultados positivos, 
apesar de todos os cuidados com que se 
examinou a quest^o. Assim chegamos a 
conclusSo que os diversos anticorpos se 
encontram presos a precipitinogenos dif- 
fcrenles, alguns dos quaes se podem ni- 
tidamente dilterengar, e outrosera que 
essa differenciacSo e prejudicada pelo 
facto do provocarem no coelho um pe- 
riodo de iiioculagao proximamente cgual. 
KRAUS c PRIBRAM, por algumas pre- 
cipilinas relirarem agglutininas para um 
mesmo germen de determinados soros, 
em certa qiiantidade e necessitarem de 
muito mais soro precipitante para pro- 
duzirem o mesmo effeito em agglutininas 
de outros animaes da mesma especie, 
acham ate que o mesmo anticorpo possa 
estar ligado a precipitinogenos differeii- 
les nesses animaes (cavallos). Essa con- 


clusao nos parece excessiva e cremos que 
se trale ai antes de uma relagao quan- 
titativa entre o precipitinogeno a que 
esta ligada a agglutinina e a parle desse 
mesmo precipitinogeno sem grnpos agglu- 
tinantes, que ciroula certamenle ao lado, 
c que e precipitada pola me.sma especie 
de precipitinas. 

Como estava imediatamente indicado, 
depois disso, encetamos o estudo das 
relacoes entre precipilinas e outros anti- 
corpos (agglutininas e antiloxinas). 

Um coelho marcado de acido picrico, 
foi inoculado em: 

24— 1—1920— com 10 c. c. de uma emul- 
sao de bacillos de mormo mortos a 70<> 
28— 1— 920— durante duas horas e simul- 
taneamente com 10 c. c. de soro normal 
2— 2—920— de cavallo. 

Sangrado em 9—2—920, forneceu so- 
ro piecipilanle at6 1/100.000 e aggluti- 
nanle ate 1/1.600. 

Tcchnica: 

A 0,5 de soro de coelho foram adici- 
I onadas quantidacles decrescenles des6ro 
' de cavallo a 1/10, 1/100, 1/1000, I/IO.OOO 
: e 1/100.000. Depois de duas horas na es- 
! tufa a 37o e 24 horas no frigorifico, re- 
tiraram-se os precipitados formados por 
centrifugagao e decan tagao e dihiiram-se 
os liquidos sobrenadantes de modo a se 
obterem diluigOes de soro a 1/200, 1/400, 
etc. ate 1/6.400, depois de juntar a todos 
os tubos 1 c. c. de uma emulsao de ger- 
mens. A tubos testemunhas submettidoi 
a tralamento identico substitui-se o sd- 
ro precipitinogenico de cavallo por agua 
physiologica. A leitura foi feita com 24 
horas de estufa a 37«. Em todos os tubos 
e mesmo no primeiro em que o precipi- 
tado foi muito abundante o liquido so- 
sobrenadante agglutinou os germens at6 
1/1600. como nos tubos testemunhas. 

Conclue-se d’aqui, que as precipitinas 
nao eslao ligadas no s6ro k mesma frac- 
gSo a que pertencem as agglutininas e 
que a retirada dessa fraegao nao da As 
agglutininas, nem maior affinidade neni 
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maior actividade para os germens espe- 
cificos. 

Com as antitoxinas fomos levado a 
resultados identicos: 


Um cavallo foi inoculado em; 


17—9—919 

com 

100 

cc. 

de 

toxoides 

tetanicos. 

25-9-919 

com 

250 

cc. 

de 

toxoides 

tetanicos. 

6-10-919 

com 

250 

cc. 

de 

toxoides 

tetanicos. 

17-10-919 

com 

300 

cc. 

de 

toxoides 

tetanicos. 

29-10-919 

com 

400 

cc. 

de 

toxoides 

tetanicos. 

9-11—919 

com 

400 

cc. 

de 

toxoides 

tetanicos, 

19-11-919 

com 

450 

cc. 

de 

toxoides 


tetanicos. 

27—11—919 com 100 cc. de toxina 
e formol (3 dias de contacto). 

10—12—919 com 150 cc. de toxina. 

18— 12—919 com 200 cc. de toxina. 

19— 12—919 com 500 cc. de soro 
normal de carneiro. 

30— 12—919 com 250 cc. de toxina. 

31— 12—919 com 250 cc. de soro 
normal de carneiro. 


2o- cobay a— 1/2000 s. ant. prccipita- 
do — 2 cc. ag. physiol.— Test. — dose. 

3o—cobaya— 1/500 s. ant. precipita- 
do — 2 cc. ag. physiol. — Test. — dose. 
4o_cobaya— 1/1.000 s. ant. nao prec. 

— 2 cc. ag. physiol. — Test.— dose. 

5o—cobaya— 1/2.000 s. ant. nSo prec. 

— 2 cc. ag. physiol. — Test.— dose. 

6o—cobaya— 1/5.000 s. ant. nao prec. 

— 2 cc. ag. physiol. — Test.— dose. 

A terceira e a sexta cobayas fallece- 
ram de tetano em 20—1—920; as outrasf 
qiiatro sobreviveram. 

Um bode foi inoculado em: 

28— 10—919 com 50 cc. de toxoides 

7—11—919 com 100 cc. de toxoides 
17—11—919 com lOOcc. de toxoides 
27—11—919 com 150 cc. de toxoides 
10—12—919 com 150 cc. de toxoides 
20—12—919 com 20 cc. de toxina 

30—12—920 com 40 cc. de toxina 

9—1—920 com 50 cc. de toxina 

19— 1—920 com 50 cc. de toxina 

20- 1—920 com 100 cc. de soro nor- 
mal de cav^allo. 

29— 1—920 com 50 cc. de toxina 

30— 1—920 com 100 cc. de soro nor- 
mal de cavallo. 


Sangrado em 9—1—920, forneceu so- 
ro antitoxico com 500 u. a. por centi- 
melro cubico e precipitante ate 1/100. 

Em 15—1—920, a 0,5 de soro desse 
cavallo, foi juntado soro de carneiro di- 
luido a 1/10, Depois de duas horas a 37® 
e 24 horas no frigorifico foi centrifnga- 
do e o liquido proveniente da decanta- 
^ao foi de tal forma diluido que o soro 
antitoxico ficou a 1/1000, 1/2000 e 1/5000. 
Testemunhas acompanharam o tratamen- 
to com agua physiologica em vez de soro 
de carneiro. A cada dilui^ao juntou-se a 
test, dose de toxina, e decorrida uma 
hora foram feitas as inoculagoes em 
cobayas de 350 grs. 

lo—cobaya— 1/1000 s. ant. precipita- 
do — 2 cc, ag. physiol.— Test. — ddse. 


Em 13—2—920, o animal foi san- 
grado e o soro dava 50 u. a. . por centi- 
metro cubico e era precipitante at6 
1 / 1000 . 

A technica aqiii empregada foi exacta- 
mente egual d precedente, o soro foi 
precipitado por uma diluigao a 1/10, 
tubo em que o precipitado foi mais 
abundante. 

lo cobaya— 1/500 s. ant. precipita- 
do— 2 cc. de ag. physiol.— Test,— dose. 

2o cobaya— 1/1.000 s. ant. precipita- 
do— 2 cc. de ag. physiol. — Test.— dose. 

3o cobaya— 1/500 s. ant. nao prec.— 
2 cc. de ag. physiol.— Test.— dose. 

4o cobaya— 1/1.000 s. ant. ndo prec.—** 
2 cc. de ag. physiol.— Test.— ddse. 
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A segunda e a quarta cob ay as falle- 
ceram de tetano durante o curso do se- 
gundo dia, a terceira durante a tarde do 
cjuarto dia e a (primeira appareceu morta 
na manh& do quin to dia. 

V^-se pois tambem d’aqui que a re- 
tirada da frac^o do s6ro que n’clles cons- 
titue a parte precipitante, e inteiramente 


independente da parte que forma a an- 
titoxina tetanica em animaes de variada 
especie. A retirada dessa parte nSo dd ad 
soro melhores propriedades antitoxicas 
nem maior affinidade para a toxina. 

Rio, 12 de Mar^o de 1920. 


